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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES POUR LA MISE EN OEUVRE D'UN PROCEDE D' IDENTIFICATION 
GENETIQUE DE POPULATIONS BOVINES ET DE PRODUITS DERIVES. 

(§) La presents invention a pour objet I'utillsation de se- 
quences nucleotidiques con-espondant aux differentes for- 
mes alleliques du gene Extension du genome bovin, encore 
designe gene E, ou correspondant k des fragments de ces 
dlff§rentes formes alleliques, pour la mise en oeuvre d'un 
precede d'identification des differentes populations ou ra- 
ces bovines, ou de differents troupeaux bovins regroupant 
chacun plusieurs populations ou races bovines. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de sequences nucieotidiques correspondant aux differentes formes 
ail^liques du gene Extension du genome bovin, encore designe gene E, ou 
correspondant a des fragments de ces differentes formes all^liques, pour la mise en 
oeuvre d'un procede d' identification des differentes populations ou races bo vines, ou 
de differents troupeaux bovins regroupant cliacun plusieurs populations ou races 
bo vines. 

2. Utilisation de sequences nucieotidiques selon la revendication 1, lesdites 
sequences nucieotidiques correspondant a Tallele Ej represente sur la figure 1, ou a 
des fragments de Tallele £/, en combinaison avec les sequences nucieotidiques 
correspondant aux differentes formes alleliques E, £^ et representees sur la figure 
1, ou a des fragments de ces differentes formes alleliques. 

3. Utilisation de sequences nucieotidiques selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, pour la mise en oeuvre d*une methode permettant de controler, voire 
de certifier, I'appartenance d'un animal a une population ou race bovine particuliere, 
ou a un troupeau bovin particulier, ou, au contraire, permettant de certifier 
I'exclusion de cet animal de cette population ou race, ou de ce troupeau particulier. 

4. Utilisation de sequences nucieotidiques selon I'une des revendications 1 a 3, 
caracteris6 en ce que les populations ou races bovines ou troupeaux bovins sont 
d'origine frangaise. 

5. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle correspond a I'allele Ej 
represente sur la figure 1, ou aux fragments suivants de I'allele Ej : 

- tout fragment contenant la sequence nucleotidique d61imitee, d'une part,, par le 
nucleotide situe k la position 285 (plus ou moins deux nucleotides), et, d' autre part, 
par le nucleotide situe i la position 681 de la sequence nucleotidique de I'allele Ej 
representee sur la figure 1, notamment le fragment de 473 paires de bases de I'allele 
Ej represente sur la figure 2, 

- tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par un 
nucleotide situe entre les positions I et 285 (plus ou moins deux nucleotides), et, 
d'autre part, par le nucleotide situe a la position 307, de la. sequence nucleotidique de 
I'allele Ej representee sur la figure 1, notamment le fragment de 92 paires de bases 
delimite par les nucleotides situes aux positions 1 et 92 de la sequence nucleotidique 
de I'allele Ej representee sur la figure 2, 
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- tout fragment contenant la sequence nucleotidique deiimitee, d'une part, par le 
nucleotide situe a la position 308 ou 328, et, d'autre part, par le nucleotide sitae a la 
position 681 de la sequence niicleotidiquei de T allele Ej representee sur la figure 1, 
notamment : 

5 . tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par 

le nucleotide situe a la position 308 ou 328, et, d'autre part, par un nucleotide situ6 
entre la position 691 (plus ou moins deux nucleotides),, et la position 966 de la 
sequence nucleotidique de 1' allele £[ representee sur la figure 1, 

, le fragment de 381 paires de bases de 1' allele Ej, correspondant a la 

10 sequence nucleotidique de 1' allele Ej representee sur la figure 2, et delimitee par les 

nucleotides situes aux positions 93 et 473. 

6. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle correspond aux fragments 
suivants de T allele : 
15 - le fragment de 461 paires de bases de I'allele represente sur la figure 2, 

- le fragment de 59 paires de bases de I'allele correspondant a la sequence 
nucleotidique de I'allele E^ representee sur la figure 2, et delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 1 et 59. 

20 7. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle correspond aux fragments 

suivants de T allele E : 

'. le fragment de 461 paires de bases de Tallfele E represente sur la figure 2, 

- le fragment de 71 paires de bases de I'allele E, correspondant a la sequence 
nucleotidique de I'allele E representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 

25 • situes aux positions 1 et 71, 

- le fragment de 369 paires de bases de T allele E, correspondant a la sequence 
nucleotidique de I'allele E representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 93 et 461. 

30 8. sequence nucldotidique caracterisee en ce qu'elle correspond aux fragments 

suivants de T allele e : 

- le fragment de 460 paires de bases de I'allele e represente sur la figure 2, 

- le fragment de 91 paires de bases de I'allele correspondant a la sequence 
nucleotidique de I'allele e representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 

35 situes aux positions 1 et 91. 
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9. Sequence nucleotidique caracterisee ence qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique la suivante ; 

la : 5* CCTGGCTGTGTCTGACCTGCTGGTG3' 

ou tout fragment d'au moins environ 10 nucleotides contigus de cette sequence 
la, ou toute sequence derivfe de cette sequence la, ou d'un fragment susmentionne de 
cette demiere, notamment par suppression et/ou substitution et/ou addition . d'un ou 
plusieurs nucleotides de ces derniers, lesdits fragments ou sequences derivees 
s'hybridant, tout comme la sequence la, avec tout ou partie de la sequence 
nucleotidique complementaire des sequences nucleotidiques delimitees par les 
nucleotides situes aux positions 1 et 25, et representees sur la figure 2, des alleles E, 
e, E^, ou Ej, 

- la sequence nucleotidique Ila suivante ; 

Ila : 5' GATGAATGGGGCGCTGCCTCTTCTG 3' 

ou tout fragment d'au moins environ 10 nucleotides contigus de cette sequence 
Ha, ou toute sequence d^rivee de cette sequence Ila, ou d'un fragment susmentionne 
de cette derniere, notanmient par suppression et/ou substitution et/ou addition d'un ou 
plusieurs nucleotides de ces derniers, lesdits fragments ou sequences derivees 
s'hybridant, tout conune la sequence Ila, avec tout ou partie des sequences 
nucleotidiques delimitees par les nucleotides situes aux positions 449 et 473 de T allele 
ou 436 et 461 des alleles E^ et E, ou 435 et 460 de Tallele et representees sur 
la figure 2, 

10. Couples d' amorces, dont chacune des deux amorces comprend, 
independanmient Tune de Tautre, environ 10 a environ 30 nucleotides, caracteris6s en 
ce quMls sont choisis de telle fa^on que I'une des deux sequences d'un couple 
d'amorces s'hybride avec une sequence d'environ 10 a environ 30 nucleotides 
comprise dans la sequence nucleotidique complementaire de la sequence delimitee par 
les nucleotides situes aux positions 1 et environ 285 des sequences nucleotidiques des 
alleles £, e, E^, ou £/, representees sur la figure 1, tandis que Tautre sequence de ce 
meme couple s'hybride avec une sequence d'environ 10 a environ 30 nucleotides 
comprise entre les nucleotides situes aux positions 670 et 954 des sequences 
nucleotidiques des alleles E ou E^ representees sur la figure 1 , ou comprise entre les 



BEST MMlfiSlE COPY 



2779153 

21 

nucleotides situes aux positions 669 et 953, ou 682 et 966 des sequences 
nucleotidiques representees sur la figure 1 des alleles e et £7 respectiveraent. 

11. Couples d'amorces pour 1' amplification genique selon la revendication 10, 
caracterise en ce que : 

- Tune des amorces est choisie parmi les sequences comprenant la sequence la, 
ou tout fragment ou toute sequence derivee de cette dernifere, selon la revendication 9, 
ladite amorce 6tant avantageusement marquee, notamment de maniere radioactive ou 
fluorescente, 

- tandis que T autre amorce est choisie parmi les sequences comprenant la 
sequence Ila, ou tout fragment ou toute sequence derivee de cette derniere, selon la 
revendication 9. 

12. Procede d' identification de populations ou races bovines, ou de troupeaux 
bovins regroupant plusieurs populations ou races bovines, ledit procede etant effectue 
\ partir d'un fichantiUon biologique prfileve sur 1' animal, notamment a partir de 
sperme, embryon, sang, lait, poils, carcasse, ou viande, ou autres produits derives de 
ces derniers, et permettant de controler, voire de certifier, Tappartenance ou la non- 
appartenance de T animal sur lequel a ete preleve ledit echantillon biologique a une 
population ou race bovine, ou i un troupeau bovin particuliers, ce procede 
comprenant : 

- une etape d' amplification du nombre de copies des differentes formes 
allfeliques du gfene Extension, a savoir des alleles £, et/ou e. et/ou E^, et/ou et/ou 
des fragments de ces formes alleliques, specifiques d'une population ou race bovine 
ou d'un troupeau determines, et susceptibles d'etre presents dans ledit echantillon 
biologique, 

- une etape de detection desdites formes alleliques ou fragments de ces 
dernieres, le cas echeant apres digestion enzymatique de ces formes alleliques ou 
fragments, a 1' aide d' enzymes de restriction appropriees, 

- le cas echeant, la detection d'un ou plusieurs autres fragments d'ADN 
specifiques de populations ou races bovines determinees, afin de differencier lesdites 
populations ou races bovines -au sein d*un raeme cheptel, notamment de fragments 
d'ADN provenant de 1' amplification de genes ou de parties des genes impliques dans 
la coloration des robes des bovides. 

13. Procede d' identification selon la revendication 12, caracterise en ce que 
r etape d' amplification du nombre de copies des differentes formes alleliques du gene 
£, ou des fragments de ces formes alleliques, est effectue a Taide d*un couple 
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d'amorces selon la revendication 10, permettant T amplification du nombre de copies 
de tout allele E, e, E^, ou Ej, representes sur la figure 1, ou du nombre de copies de 
tout fragment des alleles E, e, E^, ou E}, susmentionnes, lesdits fragments 
comprenant au moins les sequences nucleotidiques d61imitees par les nucl6otides 
situes aux positions 285 et 669 sur la figure 1, dans le cas des alleles E et E^, ou au 
moins la sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides situ6s aux positions 285 
et 668 sur la figure 1, dans le cas de T allele e, ou au moins la sequence nucleotidique 
delimitee par les nucleotides situes aux positions 285 et 681 sur la figure 1, dans le 
cas de r allele £/. 

14. Procede d' identification selon la revendication 13 ou la revendication 14, 
caracterise en ce que Tetape d' amplification du nombre de copies des differentes 
formes all^liques du g&ne et/ou des fragments de ces formes alleliques, est effectue 
a ['aide d'un couple d' amorces selon la revendication 11, permettant T amplification 
du nombre de copies des fragments de 461 paires de bases des alleles E et ou du 
fragment de 460 paires de bases de I'allele e, ou du fragment de 473 paires de bases 
de I'allele ces fragments etant representes sur la figure 2, 

15. Procede d' identification selon Tune des revendications 12 a 14, caracterise 
en ce que la detection, apres Tetape d'amplification, d'une sequence amplifiee 
contenant au moins la sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 285 et 681 de Tallde represente sur la figure 1, telle que la sequence 
amplifiee, lorsque le couple d'amorces utilise est le couple la/IIa selon la 
revendication 12, correspondant au fragment de 473 paires de bases de I'allele £; 
selon la revendication 6, a savoir d'une sequence amplifiee dont la taille est 
superieure de 12 ou de 13 paires de bases par rapport a la taille theorique des autres 
sequences susceptibles d'etre amplifiees respectivement a partir des alleles E et E^, 
ou de I'allele e, a I'aide du couple d'amorces utilise, correspond i la detection de la 
presence d'une forme allelique Ei dans I'echantillon etudie. 

16. Procede d* identification selon Tune des revendications 12 a 15, caracterise 
en ce qu'il comprend, apres I'ftape d'amplification, et le cas ech6ant, de detection de 
I'allele Ej : 

- une etape de digestion enzymatique a I'aide des enzymes de restriction Acil et 
Bsr¥l des differentes formes alleliques du gene £, ou des fragments de ces formes 
alleliques, ay ant ete amplifies, 
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- suivie d'une etape de detection des eventuels differents fragments d'ADN 
susceptibles d'etre obtenus apres traitement par lesdites enzymes, a savoir des 
fragments d*ADN suivants : 

tout fragment d'ADN correspondant k une sequence nucleotidique delimitee 
5 d'une part, par un nucleotide situ6 en Tune des positions 1 a environ 285, et, d*autre 

part, par le nucleotide situe en position 295 de la sequence nucleotidique de 1' allele 
representee sur la figure 1, notamment, lorsque le couple d'amorces utilise est 
choisi parmi les couples I/II, et plus particulierement le couple la/IIa selon la 
revendication 11, le fragment de 59 paires de bases de 1' allele selon la 
10 revendication 6, et dont la detection est correlable a la presence d'une forme allelique 

dans rechantillon 6tudie, 

. tout fragment d'ADN correspondant a une sequence nucleotidique delimitee 
d'une part, par un nucleotide situe en Tune des positions 1 a environ 285, et, d'autre 
part, par le nucleotide situe en position 307 de la sequence nucleotidique de 1' allele E 
15 representee sur la figure 1, notamment, lorsque le couple d'amorces utilise est choisi 

parmi les couples I/II, et plus particulierement le couple la/IIa selon la revendication 
11, le fragment de 71 paires de bases selon la revendication 7, correspondant a la 
sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides situes aux positions 1 et 71 de 
r allele £ representee sur la figure 2, et dont la detection, est correlable a la presence 
20 d'une forme allelique E dans rfichantillon etudie, 

. tout fragment d'ADN correspondant a une sequence nucleotidique delimitee 
d'une part, par un nucleotide situe en Tune des positions I a environ 285, et, d'autre 
part, par le nucleotide situe en position 327 de la sequence nucleotidique de 1' allele e 
representee sur la figure 1, notamment, lorsque le couple d'amorces utilise est choisi 
25 parmi les couples I/II, et plus particulierement le couple la/Ha selon la revendication 

11, le fragment de 91 paires de bases selon la revendication 8, correspondant a la 
sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides situes aux positions 1 et 91 de 
I'allele e representee sur la figure. 2, et dont la detection est correlable a la presence 
d'une forme allelique e dans rechantillon etudie. 

30 

17. Precede d' identification selon I'une des revendications 12 a 16, caracterise 
en ce que : 

- la detection d'un genotype comprenant I'allele E^ dans rechantillon 
biologique etudie, permet de certifier que ledit echantillon provient d'un animal 

35 appartenant a Tune des populations ou races bovines dites "noires", telles que les 

races Vosgienne, Holstein, ou Salers Noire, 

- la detection d'un genotype comprenant I'allele Ej dans rechantillon biologique 
etudie, permet de certifier que ledit echantillon provient d'un animal appartenant a 
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Tune des populations ou races bovines suivantes : Aubrac, Gasconne, Parthenaise, ou 
Maraichine, 

- la detection d'un genotype comprenant T allele e, mais ne comprenant pas 
I'allele £/ ou dans Techantillon biologique etudie, permet de certifier que ledit 
echantillon provient d'un animal appartenant a rune des populations ou races bovines 
dites "rouges**, telles que les races Salers, Maine Anjou, Bazadaise, Limousine, 
Charolaise, Blonde d'Aquitaine, ou Montbeliarde, 

- la detection du genotypes £/£, dans Techantillon biologique etudie, permet de 
controler que les animaux sont supposes appartenir principalement a la population ou 
race bovine frangaise Normande. 

18. Kit pour la mise en oeuvre d'un proc6d6 selon Tune des revendications 12 a 
17, caracterise en ce qu'il comprend au moins un couple d'amorces selon la 
revendication 10 ou 11. 
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